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A proteína príon celular (PrPc) é uma glicoproteína de membrana, ancorada à 
superfície celular por glicosilfosfatidilinositóis. É expressa em diversos tipos celulares, 
sendo abundante em neurônios. Vários estudos vêm sendo conduzidos no intuito de 
investigar as possíveis funções fisiológicas desta proteína. Animais que tiveram o gene 
da PrPc (Prnp) deletado constitutivamente apresentam maior sensibilidade a 
convulsões, tanto in vitro quanto in vivo. A PrPc também está envolvida na proteção 
contra o estresse oxidativo, modulação da apoptose neuronal, adesão celular e 
neuritogênese. Glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do Sistema 
Nervoso Central, mediando diversas funções fisiológicas. Excesso de glutamato na 
fenda sináptica leva a um fenômeno conhecido por excitotoxicidade. Assim, sua retirada 
da fenda sináptica é fundamental para o funcionamento adequado do SNC. Essa função 
é exercida por transportadores astrocitários de alta afinidade. A captação astrocitária de 
glutamato está reduzida em culturas gliais derivadas de camundongos que não 
expressam PrPc. Estes animais também apresentam alterações de memória idade-
dependentes. Recentemente foi demonstrado que a PrPc regula a fagocitose e resposta 
inflamatória in vitro e in vivo. Pacientes com encefalopatia espongiforme podem 
perceber alterações de sensibilidade em estágios iniciais da doença. Neste estudo 
investigamos o transporte sinaptossomal de glutamato em camundongos que não 
expressam PrPc de 9 meses de idade, e avaliamos a resposta nociceptiva de 
camundongos que não expressam PrPc em modelos de nocicepção química e térmica. 
Não foram observadas alterações na captação de glutamato total, dependente ou 
independente de íons sódio, assim como não houve alteração na liberação de glutamato, 
basal ou despolarizada, em hipocampo, córtex cerebral, córtex entorrinal, cerebelo e 
 
bulbo olfatório, entre camundongos que expressam e não expressam PrPc. 
Camundongos que não expressam PrPc mostraram-se mais resistentes aos estímulos 
térmicos nos testes da placa quente (hot plate) e de retirada da cauda (tail flick), mas 
somente para estímulos moderados (55º C). No teste de nocicepção induzida por ácido 
acético os animais que não expressam PrPc tiveram maior resposta nociceptiva em 
comparação aos animais que expressam a proteína. Não houve diferença entre os 
camundongos que expressam e não expressam PrPc na nocicepção induzida por 
formalina ou glutamato, assim como na alodinia mecânica induzida por CFA. No 
entanto, CFA induziu menos edema de pata em camundongos que não expressam PrPc. 
O estímulo visceral condicionante, produzido por injeção de ácido acético 20 dias antes 
do teste, reduziu de modo significativo a nocicepção induzida por formalina, nas 
primeira e segunda fases, nos camundongos que expressam PrPc. Já os camundongos 
que não expressam PrPc não tiveram esta resposta alterada pelo pré-tratamento com 
ácido acético. Nossos resultados demonstram que o transporte sinaptossomal de 
glutamato em animais de idade avançada não é alterado pela ausência da PrPc, e que 
esta proteína possui um papel importante na nocicepção térmica, na dor inflamatória 
induzida por macrófagos, no edema inflamatório e no sistema de controle descendente 
da dor. A nocicepção envolvendo fibras sensitivas não mielinizadas não parece ser 











Cellular prion protein (PrPc) is a glycosyl-phosphatidylinositol anchored cell 
surface glycoprotein mainly expressed in neurons and, to a lesser extent, in other types 
of cells, which has been highly conserved during evolution. Recent studies have been 
done to investigate the function of PrPc. Animals in which the PrPc gene (Prnp) was 
constitutively ablated presented an enhanced neuronal excitability in vitro and a higher 
sensitivity to seizures induction in vivo. PrPc is also implicated with protection against 
oxidative stress, modulation of neuronal apoptosis, cellular adhesion, neurite outgrowth 
and maintenance. Glutamate plays a central role in the fast excitatory synaptic 
transmission and glutamate levels on synaptic cleft are related to excitability and 
neuronal damage. The clearance of glutamate from synaptic cleft is carried out mainly 
by astrocytic glutamate transporters. The astrocytic glutamate uptake is decreased in 
glial cultures obtained from PrPc null mice, and these animals show altered memory 
functions, age related. Recently it was demonstrated that PrPc modulates phagocytosis 
and inflammatory response in vitro and in vivo. In addition, human patients with 
spongiform encephalopathy present altered pain sensitivity in early stages of disease. In 
this study we have investigated the influence of the prion protein expression on 
synaptosomal glutamate transport in 9 month old animals, and investigated the PrPc 
function on the nociceptive response, submitting PrPc null mice to thermal and 
chemical models of nociception. There were no differences on total, Na+-dependent or 
Na+-independent glutamate uptake and also no differences were observed on basal or 
depolarized glutamate release, in cerebral cortex, entorhinal cortex, hippocampus, 
cerebellum and olfactory bulb, between wild type and PrPc knockout mice. PrPc null 
 
mice were more resistant to thermal tail flick and hot plate tests than wild-type mice. 
However this hypoalgesia was observed only at 55.0oC (intermediate heat stimulus) and 
there was no difference at mildly (50.5oC) and harshly (58.0oC) painful heat stimuli. In 
the acetic acid-induced visceral pain, mice lacking PrPc showed enhanced response 
when compared to wild-type mice. There was no difference between knockout and 
wild-type mice on glutamate- or formalin- induced licking behavior and CFA- induced 
mechanical allodynia. PrPc null mice developed significantly lower paw edema than 
wild-type mice. The visceral conditioning stimuli, produced by previous injection of 
acetic acid (20 days before testing), significantly reduced early and late phases of 
formalin- induced nociception in wild-type mice. On the other hand, the same pre-
treatment did not alter the formalin response in PrPc null mice. Our findings show that 
neuronal glutamate transport is not altered by the absence of the cellular prion protein 
and that PrPc plays a role on the thermal nociceptive transmission, macrophage-
dependent acute inflammatory pain, inflammatory edema and descending control of 
pain. Nociceptive transmission involving unmyelinized sensitive fibers seems not to be 














Proteína Príon Celular 
 A proteína príon celular (PrPc) é uma glicoproteína ancorada à superfície 
externa da membrana celular, amplamente expressa nos diversos tecidos, e abundante 
no Sistema Nervoso Central (SNC). O interesse pelo estudo das funções fisiológicas 
desta proteína iniciou a partir da década de 1980, quando foi identificada uma isoforma 
desta proteína como o agente causador das encefalopatias espongiformes, chamada 
príon scrapie (PrPsc). O pesquisador Stanley Prusiner recebeu um Prêmio Nobel após a 
confirmação de sua teoria, em que este agente infeccioso era uma proteína (PrPsc), uma 
proposta inovadora, pois, até então, todos os patógenos infecciosos possuíam material 
genético (DNA ou RNA) (revisado por PRUSINER, 1998). 
 Entre as encefalopatias espongiformes transmissíveis estão: Scrapie (afeta cabras 
e ovelhas), Encefalopatia espongiforme bovina, e Doença de Creutzfeuldt-Jacob em 
humanos. Todas causadas por príons e levam a condições neurodegenerativas fatais 
(PRUSINER, 1991).  
 A doença pode ocorrer tanto por mutações no gene da PrPc (Prnp), levando a 
alterações neurológicas (como a Síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker) 
(SASSOON et al, 2004) ou psiquiátricas (há relatos de esquizofrenia familiar ligada a 
mutações na PrPc) (SAMAIA et al, 1997); ou pela infecção com a PrPsc (PRUSINER, 
1998). 
A Doença de Creutzfeldt-Jacob, que ocorre em humanos, pode existir de 4 
formas. Casos esporádicos, com causa desconhecida; casos familiares, associados a 
mutações genéticas; casos iatrogênicos, por transmissão acidental via equipamentos 
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cirúrgicos contaminados, por exemplo; e uma variante da doença, ligada à exposição 
através de alimentos à PrPsc bovina. A variante da Doença de Creutzfeldt-Jacob afeta 
pacientes mais jovens (média de 29 anos, em contraste com 65 anos da doença clássica) 
(World Health Organization, 2002). No início do quadro patológico, os pacientes 
geralmente apresentam sintomas psiquiátricos, comumente depressão, evoluindo 
invariavelmente até a demência. Sintomas neurológicos, incluindo dificuldade à 
deambulação e movimentos involuntários, desenvolvem-se no decorrer da doença. 
Sintomas sensitivos, como sensação de endurecimento da pele, são experimentados por 
metade dos pacientes como primeiras manifestações. Um estudo epidemiológico, 
realizado na Suécia, também evidenciou outros sintomas sensitivos, como parestesias, 
prurido e dor, principalmente em pacientes jovens (LUNDBERG, 1998). 
A proteína infecciosa, PrPsc, caracteriza-se por ser insolúvel, parcialmente 
resistente à proteinase K, e sua estrutura terciária contém menor quantidade de α-hélices 
e maior de β-lâminas em relação à proteína normal, PrPc. Devido a suas características, 
a PrPsc acumula-se na célula, causando sua destruição. No cérebro, a destruição de um 
grande número de neurônios leva a um aspecto de esponja ao microscópio, daí o nome 
de Encefalopatias Espongiformes (PRUSINER, 1998). 
Na infecção pela PrPsc, a PrPc presente em diversas células, e abundante em 
neurônios, é convertida à forma terciária da PrPsc pela própria proteína infectante, num 
processo ainda pouco conhecido. Esta conversão pode envolver mecanismos de 
transporte celular da própria PrPc, que parecem ser um mecanismo bastante complexo. 
Este processo de transformação da PrPc em PrPsc pode envolver três compartimentos 
distintos na célula: organelas da via secretória, membrana plasmática, e organelas da via 
endocitótica (LEE et al, 2003). Importante ressaltar que a expressão da Prpc é 
absolutamente necessária para que ocorra a infecção. A demonstração definitiva de que 
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a PrPc participa deste processo se deu com a produção de animais geneticamente 
modificados que não expressam a proteína PrPc. Estes animais são totalmente 
resistentes à infecção pela PrPsc (PRUSINER, 1998). 
Assim, as doenças causadas por príons são vistas como doenças por ganho de 
função devido ao acúmulo da forma infecciosa, PrPsc, pois existem poucas evidências 
de que a perda da PrPc após a mudança conformacional tenha papel na patogênese 
destas doenças. No entanto, a possibilidade de que as doenças causadas por príons 
tenham, também, um componente de perda de função, pela perda da expressão da PrPc, 
continua em aberto, e só pode ser afastada após o conhecimento das funções fisiológicas 
desta proteína (CHIARINI et al, 2002). 
 A proteína príon celular, PrPc, é uma glicoproteína de membrana, cuja estrutura 
terciária é composta por α-hélices, é solúvel e sensível à proteólise. A PrPc está 
ancorada à membrana celular por glicosilfosfatidilinositóis (GPI) (PRUSINER, 1998). 
Ela é expressa na superfície de diversos tipos celulares. Assim, a hipótese de função 
neuronal exclusiva é pouco provável. No entanto, o fato de esta proteína ter altos níveis 
de expressão em neurônios sugere que ela tenha uma função importante nestas células. 
A PrPc concentra-se em regiões sinápticas, tanto pré quanto pós-sinapticamente, 
podendo ser facilmente isolada em microdomínios de membrana ricos em colesterol, 
denominados “lipid rafts” (revisado por BROWN, 2001).  
 Provavelmente a PrPc é expressa por todos os vertebrados, vários mamíferos e 
aves já tiveram genes da PrPc seqüenciados. Uma região da proteína, chamada 
“octameric repeats”, composta por quatro repetições de uma seqüência de oito 
aminoácidos (octâmeros), é altamente conservada entre as espécies (WOPFNER et al, 
1999). Esta característica de conservação pode indicar que esta região representa um 
domínio funcional essencial para a atividade desta proteína. 
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 A produção de animais geneticamente modificados que não expressam a PrPc, 
chamados animais “knockout”, foi um passo importante no sentido de identificar as 
possíveis funções fisiológicas da PrPc.  
 As primeiras observações desses animais em que o gene Prnp foi suprimido, 
indicaram que seu desenvolvimento e comportamento não apresentavam qualquer 
alteração (BUELLER et al, 1992), o que fez com que alguns pesquisadores chegassem a 
acreditar que a PrPc teria uma função redundante ou até nenhuma função na célula. 
Pouco tempo depois foram publicados estudos mostrando alterações eletrofisiológicas 
(COLLINGE et al, 1994) e comportamentais, relacionadas ao ritmo circadiano 
(TOBLER et al, 1996).  Atualmente existem um grande número de evidências 
comprovando que a PrPc possui, realmente, funções fisiológicas. 
 A PrPc desempenha uma função de proteína ligante de cobre na sua região N-
terminal, que contém um domínio funcional de 32 aminoácidos, formado pela repetição 
de quatro octâmeros.  A ligação de, pelo menos, dois átomos de cobre à PrPc confere a 
esta uma atividade semelhante àquela da enzima Superóxido dismutase (SOD) 
(BROWN et al, 1999). A PrPc parece contribuir diretamente para a atividade SOD 
celular. Imuno-depleção de PrPc em extratos cerebrais murinos reduz a atividade SOD 
total destes extratos. Isto implica que PrPc pode agir na detoxificação do ânion 
superóxido, prevenindo o estresse oxidativo. A presença de uma proteína que se liga ao 
cobre, possuindo atividade SOD, na sinapse pode ter uma função de proteção dessa 
região contra os efeitos de ânions superóxido e de espécies reativas de oxigênio 
(revisado por BROWN, 2001). 
 Os efeitos antioxidantes da PrPc também foram observados em modelos de 
cultura de células. Neurônios e astrócitos cerebelares de camundongos que não 
expressam a PrPc são mais sensíveis à toxicidade por ânions superóxido, enquanto 
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células com maior expressão desta proteína são mais resistentes ao estresse oxidativo 
(BROWN et al, 1997). Mais recentemente, existem evidências de que a PrPc tem sua 
expressão aumentada em eventos onde a lesão por estresse oxidativo é um fator 
importante na fisiopatologia da doença, como na isquemia (WEISE et al, 2004). 
 A ligação da PrPc ao cobre pode ter, ainda, outras funções na célula. O papel 
exato do cobre na sinapse ainda não é completamente compreendido. Sabe-se que 
distúrbios nos níveis sinápticos de cobre leva a alterações na atividade de receptores, 
como inibição de receptores do ácido gama-aminobutírico (GABA), ou redução na 
potenciação de longa duração (LTP). Estudos eletrofisiológicos mostraram que em 
fatias hipocampais de camundongos que não expressam a PrPc, parâmetros como as 
correntes inibitórias rápidas mediadas por receptores GABA-A e LTP estão alterados 
(COLLINGE et al, 1994). Sinaptossomas purificados de cérebros de camundongos que 
não expressam a PrPc apresentam menor conteúdo de cobre, quando comparados aos de 
animais selvagem. Culturas de células cerebelares, provenientes destes animais, captam 
menor quantidade de cobre do que células onde há expressão da PrPc. A exposição de 
células que expressam PrPc a concentrações crescentes de cobre aumenta o turnover 
desta proteína, o que pode sugerir um papel desta proteína na resistência à toxicidade 
por cobre (revisado por BROWN, 2001). 
 Estresse oxidativo e toxicidade por cobre estão diretamente ligados, o que pode 
ser explicado através da reação de Fenton: o cobre pode catalisar a conversão de 
espécies reativas de oxigênio ou gerar radical hidroxila diretamente da água. Assim, o 
seqüestro de cobre tem efeitos protetores imediatos em células sensíveis ao estresse 
oxidativo (BROWN, 2001).  
 Camundongos que não expressam a proteína PrPc possuem maior 
suscetibilidade a crises convulsivas agudas e “kindling” por diversas drogas (WALZ et 
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al, 1999). Levando-se em consideração o fato de que o estresse oxidativo tem papel 
importante na fisiopatologia das crises convulsivas, a perda da proteção conferida pela 
Prpc pode facilitar a redução deste limiar de crise observado nestes animais.  
 Além de alterações no SNC, também foi demonstrado um aumento na oxidação 
de lipídeos e proteínas de células de músculo esquelético, coração e fígado de 
camundongos que não expressam PrPc (revisado por MARTINS & BRENTANI, 2002). 
 A PrPc também foi caracterizada como um receptor de laminina, uma proteína 
da matriz extracelular, ligando-se especificamente a um decapeptídeo carboxi-terminal, 
presente na cadeia γ-1 da mesma. Esta ligação é importante para adesão neuronal e 
neuritogênese em células PC12 e neurônios hipocampais em cultura. Células que não 
expressam a PrPc quando plaqueadas sobre laminina ou sobre o decapeptídeo γ-1 
purificado tiveram sua neuritogênese fortemente ou totalmente inibida, respectivamente 
(GRANER et al, 2000). Estes dados indicam que a PrPc pode ter função na mediação de 
sobrevivência e diferenciação neuronal.  
 Em modelo de apoptose em retina, a PrPc está envolvida na indução de sinais 
neuroprotetores através da interação com um peptídeo que se liga aos resíduos 113-128 
da PrPc. Nestes experimentos este peptídeo ligou-se de forma específica e com alta 
afinidade à PrPc, promovendo uma resposta neuroprotetora, reduzindo apoptose. Esta 
resposta foi ausente nas células que não expressavam PrPc ou em células previamente 
tratadas com anticorpo anti-PrPc. A ligação da PrPc com o peptídeo, causando 
neuroproteção, está envolvida com a via do AMP cíclico e proteína quinase A (PKA), 
pois inibindo esta via houve perda da proteção. Estas evidências sugerem que a PrPc 
está envolvida na modulação da apoptose (CHIARINI et al, 2002).  
 Testes comportamentais realizados em camundongos que não expressam a PrPc 
e em ratos submetidos a injeções intra-hipocampais de anticorpo anti-PrPc, 
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evidenciaram que a PrPc também está envolvida na aquisição e retenção de memória, 
mas de forma dependente da idade (COITINHO et al, 2003). 
 Estudos relacionados à neurotransmissão glutamatérgica também foram 
realizados em animais que não expressam a PrPc. Em culturas de células gliais, 
astrócitos tipo 1 de camundongos que não expressam PrPc apresentam redução na 
captação de glutamato dependente de íons sódio, quando comparados aos astrócitos que 
expressam a PrPc. Neste mesmo modelo, a captação de glutamato dependente de Na+ 
foi inibida pelo tratamento das culturas com peróxido de hidrogênio e cobre, sendo esta 
alteração observada apenas nas culturas gliais que não expressam PrPc. A captação de 
glutamato independente de Na+não foi alterada, nem pela ausência da PrPc nas células, 
nem pelos tratamentos citados (BROWN & MOHN, 1999).  
 Animais que não expressam a PrPc apresentam redução na resposta locomotora 
induzida pela injeção intra-peritoneal de MK-801, um antagonista de receptores 
glutamatérgicos do subtipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Este modelo é usado como 
modelo animal de esquizofrenia, onde a administração de MK-801 induz uma resposta 
de hiperlocomoção. Enquanto foram observadas alterações em relação ao sistema 
glutamatérgico, o mesmo não foi verdade para os sistemas dopaminérgico e 
adenosinérgico, também testados neste mesmo estudo, pela administração de 
anfetamina e cafeína (COITINHO et al, 2002). 
 Existem outras evidências indicando uma possível participação do sistema 
glutamatérgico na infecção pela PrPsc. Estudos de ligação de MK-801 em hipocampo 
de camundongos inoculados com PrPsc mostram uma redução de sítios de ligação para 
este antagonista não-competitivo de receptores NMDA. Esta redução foi observada a 
partir de 110 dias da inoculação da proteína infectante, e ocorreu, principalmente, na 
região CA3 do hipocampo. No entanto, após apenas 10 dias da infecção, foi observado 
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um aumento nos sítios de ligação de MK-801 em todas as camadas do hipocampo, 
exceto em CA1, de maneira nem sempre significativa. Esse último achado sugere que os 
mecanismos de transmissão glutamatérgica estão alterados logo no início da inoculação, 
assim, a neurotransmissão via receptores NMDA pode estar aumentada nos estágios 
iniciais da infecção. Já a perda dos sítios de ligação observada nos estágios tardios, pode 
indicar sinais de um processo neurodegenerativo, e ocorre antes do aparecimento de 
sintomas (DIEZ et al, 2001). Em co-culturas de neurônios cerebelares e astrócitos, o 
tratamento das mesmas com o peptídeo PrP106-126, um peptídeo sintético que 
corresponde ao núcleo da PrPsc, estimula mudanças na composição dos receptores 
NMDA, causando morte celular através do aumento da toxicidade glutamatérgica. Além 
disso, o peptídeo PrP106-126 causou uma liberação de cobre e glutamato pelos 
astrócitos, o que pode contribuir para este aumento de toxicidade (SASSOON et al, 
2004). Gliose é uma característica principal nas doenças causadas por príons 
(PRUSINER, 1998). Astrócitos que expressam PrPc, quando cultivados com neurônios 
cerebelares que não expressam PrPc, e tratados com o peptídeo PrP106-126 induzem 
toxicidade mediada por glutamato. Normalmente, astrócitos normais em co-cultura com 
neurônios cerebelares que não expressam PrPc têm papel protetor em relação a estes 
últimos contra toxicidade glutamatérgica. Esta proteção é abolida ao tratar estas culturas 
com o peptídeo PrP106-126 (BROWN, 1999). 
 Análises post-morten de pacientes com Doença de Creutzfeldt-Jacob mostraram 
redução na expressão dos receptores de glutamato do subtipo AMPA (sensíveis ao ácido 
α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) GluR2/3 em córtex frontal, córtex 
entorrinal e células de Purkinje; e redução dos receptores tipo NMDA em córtex frontal, 
córtex entorrinal e camadas granular e molecular do cerebelo. Estes dois tipos de 
receptores também tiveram expressão reduzida na camada molecular do giro denteado 
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no hipocampo. Essa redução correlacionou-se com deposição da proteína do Príon, 
perda neuronal e degeneração espongiforme em todos os casos estudados. Em contraste, 
a expressão dos receptores ionotrópicos de GABA, subtipo GABAA Rα1, manteve-se 
normal, ou até moderadamente aumentada nas regiões do córtex frontal, córtex 
entorrinal e camada molecular do cerebelo. Estes resultados mostram uma alteração 
importante e seletiva na expressão de receptores de neurotransmissores cruciais no 
SNC, apontando para uma vulnerabilidade maior dos receptores glutamatérgicos na 
Doença de Creutzfeldt-Jacob (FERRER & PUIG, 2003). 
 O transporte sinaptossomal de glutamato em camundongos que não expressam 
PrPc foi avaliado anteriormente. Este estudo não evidenciou diferenças significativas 
entre os animais que expressam ou não a PrPc, tanto na captação quanto na liberação de 
glutamato. Porém, foram avaliados apenas animais jovens, com 3 meses de idade 
(THAIS, 2005). 
 Além destas alterações referentes ao sistema glutamatérgico, estudos mostram 
associação da PrPc com o sistema serotoninérgico. Em modelo utilizando uma linhagem 
celular chamada 1C115-HT, que expressa receptores serotonérgicos tipo 5-HT2B, 5-
HT1B/D e 5-HT2A, todos pertencentes à família de receptores acoplados a proteínas G, a 
ligação da PrPc com anticorpo específico concomitante à estimulação dos receptores 5-
HT por agonistas, modula a resposta destes receptores. A ligação da PrPc inibe a 
estimulação da fosfolipase C pelo receptor 5-HT2A, reduz a inibição da adenilato ciclase 
mediada pelos receptores 5-HT1B/D, e potencializa a ligação do receptor 5-HT2B à 
fosfolipase A2. Ou seja, a PrPc age como moduladora dos acoplamentos e regulação 
entre receptores 5-HT em células serotonérgicas 1C115-HT, e indica que esta proteína 
contribui para a homeostase de funções relacionadas à serotonina. Como conseqüência, 
este envolvimento da PrPc na regulação fina das funções serotonérgicas pode contribuir 
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para as alterações no metabolismo da serotonina já observadas em roedores infectados 
pela scrapie (MOUILLET-RICHARD et al, 2004).  
 Além de sua expressão abundante no SNC, a PrPc também é expressa por 
diversos tipos celulares, como já citado anteriormente. Assim, discute-se que sua função 
não deve ser exclusiva em neurônios. Evidências recentes indicam um papel da PrPc na 
modulação da fagocitose in vivo e in vitro. Fagócitos derivados de camundongos que 
não expressam a PrPc são mais ativos que aqueles que expressam PrPc. Esta observação 
foi verdadeira tanto para macrófagos peritoneais, quanto para células de origem 
neuroectodérmica, como as retinianas. Alterações na fagocitose, redução ou aumento, 
podem trazer conseqüências indesejadas. A fagocitose está associada à produção de 
espécies reativas de oxigênio e enzimas lisossomais, ambas com potencial de 
destruição. No SNC também existem células com características de macrófago, 
conhecidas como microglia. A microglia é quiescente, sendo ativada pela presença de 
patógenos, produzindo uma resposta inflamatória. Uma regulação negativa da 
fagocitose promovida pela presença abundante da PrPc neste tecido pode ser 
interessante, pois uma atividade inflamatória exacerbada traria destruição celular. Além 
disso, na inflamação induzida, camundongos que não expressam PrPc recrutam mais 
monócitos e menos neutrófilos que camundongos selvagem. Ou seja, o perfil 
inflamatório é diferente nos animais que expressam ou não a PrPc. A perda de função da 
PrPc na regulação da fagocitose pode ser mais um mecanismo contribuinte na 
fisiopatologia das Encefalopatias Espongiformes Transmissíveis (de ALMEIDA et al, 
2004).  
 Neurotransmissão Glutamatérgica 
O aminoácido glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC de 
mamíferos, participando como um importante mediador de processos de comunicação 
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intercelular, plasticidade, crescimento e diferenciação (NEDERGAARD et al, 2002; 
AARTS & TYMIANSKI, 2003). O glutamato está envolvido em diversas funções 
cerebrais, como aprendizado e memória, emoção e motivação, e atividades motoras. 
Também parece estar presente na patogenia de diversas doenças neurodegenerativas, 
incluindo doenças de Parkinson, Huntington e Alzheimer (GREENE & GREENEMYRE, 
1996; SEGOVIA et al, 2001).   
 As ações do glutamato são mediadas por dois tipos de receptores: ionotrópicos, 
que formam canais iônicos, e metabotrópicos, ligados às proteínas G. Os receptores 
ionotrópicos possuem propriedades farmacológicas e fisiológicas que os subdividem em 
três populações distintas: os ativados por N-metil-D-aspartato (NMDA), os que 
respondem ao ácido caínico (KA), e os sensíveis ao ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico (AMPA) (MICHAELIS, 1998). Aos receptores AMPA e KA é 
atribuída a neurotransmissão excitatória rápida, e os canais formados por estes receptores 
são permeáveis primariamente aos íons sódio (Na+) e potássio (K+). Os receptores NMDA 
respondem mais lentamente ao glutamato, contribuindo com o componente lento das 
correntes pós-sinápticas excitatórias, e são altamente permeáveis aos íons cálcio (Ca++). 
Devido a essas propriedades, os receptores NMDA são implicados como responsáveis 
pelos processos que envolvem plasticidade, como aprendizado e memória. Os receptores 
metabotrópicos agem através da ativação da fosfolipase C ou por modulação da enzima 
adenilato ciclase (OBRENOVITCH & URENJAK, 1997). 
 Não existem evidências de efetiva metabolização extracelular de glutamato, ou 
seja, a sinalização estimulada por glutamato é finalizada quando este neurotransmissor é 
retirado da fenda sináptica por recaptação para o terminal pré-sináptico ou para as células 
gliais (ROBINSON, 1999). Quando captado por astrócitos, o glutamato pode ser 
metabolizado por diversas vias, na qual a formação de glutamina e a entrada no ciclo dos 
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ácidos tricarboxílicos são quantitativamente mais importantes. A formação de glutamina é 
catalisada, de maneira dependente de ATP, pela glutamina sintetase, enzima presente em 
astrócitos, com pouca expressão em oligodendrócitos e ausente em neurônios. A 
glutamina pode ser liberada pelo astrócito e captada pelo neurônio, o qual a converterá 
novamente a glutamato pela enzima glutaminase, localizada na mitocôndria. O glutamato 
formado pode ser então novamente armazenado em vesículas e liberado (ANDERSON & 
SWANSON, 2000). 
Uma vez liberado, o glutamato atinge altas concentrações na fenda sináptica, o 
que permite sua ação sobre seus receptores. Transportadores de alta afinidade presentes 
nos astrócitos são os responsáveis pela retirada do glutamato do espaço extracelular, 
encerrando sua ação sináptica, pois sua degradação na fenda sináptica não é eficiente, 
como ocorre para outros neurotransmissores (TAKAHASHI et al, 1997). Astrócitos e 
neurônios expressam um total de cinco isoformas de transportadores de aminoácidos 
excitatórios dependentes de Na+. Dois transportadores astrocitários já foram clonados e 
denominados de GLAST (glutamate-aspartate transporter) e GLT-1 (glutamate 
transporter). Em humanos eles são designados como EAAT1 e EAAT2 (excitatory 
aminoacid transporter). GLT-1 e GLAST são amplamente distribuídos no cérebro. O 
transportador neuronal de glutamato mais amplamente distribuído no cérebro é o 
EAAC1 (homólogo humano, EAAT3). Ele é encontrado em regiões não-sinápticas. 
Outros subtipos clonados incluem EAAT4, localizado em células de Purkinje e EAAT5, 
localizado em neurônios retinianos (ANDERSON et al., 2001). A captação celular de 
glutamato é acoplada ao transporte de Na+ e K+, sendo que o transporte de uma 
molécula de glutamato para dentro da célula é vinculado à entrada de três íons Na+ e um 
próton e à saída de um íon K+ (NEDERGAARD et al, 2002). A função dos 
transportadores de glutamato é inibida pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio, 
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peróxido de hidrogênio e peroxinitrito, sendo a regulação do estado redox da célula uma 
variável importante na manutenção dos níveis de glutamato na fenda sináptica (KANAI, 
1997). 
 O excesso de glutamato na fenda sináptica causa o fenômeno conhecido como 
excitotoxicidade, que é um fator comum a vários distúrbios neurológicos, incluindo 
acidente vascular cerebral, epilepsia, traumatismo crânio encefálico e doenças 
neurodegenerativas (OBRENOVITCH & URENJAK, 1997). Glutamato pode ser 
neurotóxico agindo em receptores NMDA, AMPA e, também em seus receptores 
metabotrópicos (MELDRUM, 2000). A lesão excitotóxica resulta do excesso de entrada 
de Ca2+ e Na+ na célula através dos canais iônicos e pela ação suplementar da liberação de 
Ca2+ dos reservatórios intracelulares, levando a um aumento da concentração intracelular 
de Ca2+ (CHOI, 1987). Este Ca2+ intracelular ativa uma série de enzimas como proteases, 
fosfolipases, óxido nítrico sintases ou endonucleases que contribuem para a morte celular 
(MELDRUM, 2000). 
Nocicepção 
O organismo possui diversos sistemas responsáveis pelo controle da 
homeostasia, dentre eles a dor tem papel de destaque, pois atua como um mecanismo de 
alerta do corpo (WALL, 1999). A dor foi definida pela Associação Internacional para o 
Estudo da Dor como sendo “uma experiência emocional e sensorial desagradável 
associada com uma lesão tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesão” 
(LOESER e MELZACK, 1999). Entretanto, sua percepção é complexa e não envolve 
apenas a transdução de um estímulo nocivo, mas também processos emocionais e 
cognitivos (JULIUS e BASBAUM, 2001). A dor é influenciada por fatores tanto 
fisiológicos quanto psicológicos, por isso, em animais é avaliada de forma indireta. O 
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componente fisiológico da dor é denominado de nocicepção, assim, modelos animais de 
analgesia são, de fato, modelos de nocicepção (TJØLSEN e HOLE, 1997). 
Em termos de duração, um episódio de dor pode ser agudo ou crônico. Na dor 
aguda, ocorre ativação dos nociceptores em resposta a alguma lesão tecidual. 
Persistindo por mais de 6 meses, então passa a ser considerada como dor crônica. Da 
mesma forma que a dor aguda, a dor crônica também é causada por lesão ou patologia, 
podendo permanecer mesmo depois da reparação do tecido (LOESER & MELZACK, 
1999). 
Existem quatro tipos principais de dor: nociceptiva, por estimulação dos 
nociceptores localizados na pele, vísceras e outros órgãos; neurogênica, por dano de 
tecido neuronal na periferia ou no sistema nervoso central (“dor central”); neuropática, 
devido a uma disfunção ou dano de um nervo ou grupo de nervos; e psicogênica, que 
não é oriunda de uma fonte somática identificável (MILLAN, 1999). Quando ocorre um 
dano tecidual significativo, a dor é geralmente mais persistente e acompanhada de 
inflamação, podendo levar a um quadro de hipersensibilidade, causado pela ativação e 
sensibilização dos nociceptores periféricos (DRAY, 1997). Em quadros de 
hipersensibilidade, pode-se observar a hiperalgesia (resposta aumentada para estímulos 
nocivos) e a alodínia (resposta aumentada para estímulos não nocivos) (MILLAN, 
1999). Apesar dos neurônios espinhais possuírem uma relação estímulo-resposta estável 
para estímulos intermitentes, breves e não nocivos, eles estão sujeitos à plasticidade 
sináptica. Com isso, entradas nociceptivas repetitivas de baixa freqüência ou lesão 
tecidual periférica levam a mudanças funcionais na medula espinhal, tais como aumento 
da resposta a estímulos supralimiares, redução do limiar nociceptivo, expansão do 
tamanho do campo receptivo (hiperalgesia secundária) e descargas neuronais 
prolongadas, gerando assim um quadro de hipersensibilidade (MA e WOOLF, 1996). 
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A recepção do estímulo nociceptivo na periferia ocorre em estruturas específicas 
situadas nas terminações nervosas distais dos neurônios aferentes sensitivos, 
denominadas nociceptores, amplamente distribuídos na pele, vasos, músculos, 
articulações e vísceras. Os nociceptores são receptores sensíveis a diferentes estímulos, 
que podem ser térmicos, mecânicos ou químicos (BESSON e CHAOUCH, 1987; 
DRAY, 1997; BESSON, 1999; MILLAN, 1999).  
Os corpos celulares dos neurônios aferentes primários estão localizados nos 
gânglios da raiz dorsal. Após emergir de seu corpo celular, o axônio aferente primário 
bifurca-se para enviar prolongamentos à medula espinhal e outro para inervar os tecidos 
corporais. Os aferentes primários são classificados de acordo com critérios funcionais e 
anatômicos, entre eles velocidade de condução, diâmetro e grau de mielinização. Os 
neurônios mais mielinizados, de maior diâmetro e que apresentam a maior velocidade 
de condução são as fibras Aβ. Essas fibras respondem de forma máxima ao leve toque 
ou movimento e, normalmente, não contribuem para a dor. As fibras de pequeno e 
médio diâmetro originam a maioria dos nociceptores e incluem as fibras C não 
mielinizadas e as fibras pouco mielinizadas Aδ, respectivamente. Estas fibras são as 
responsáveis por transmitir o estímulo nociceptivo, que ocorre de forma mais lenta do 
que aquela observada para as fibras Aβ. Existem ainda duas classes principais de fibras 
Aδ, sendo diferenciadas por suas diferenças de resposta à estimulação térmica ou lesão 
tecidual. As fibras Aδ do tipo I respondem a temperaturas inferiores a 53°C, enquanto 
as fibras Aδ do tipo II respondem a temperaturas menores que 43°C (PLEUVRY, 1996; 
SHELLEY, 1994; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). 
A ativação dos nociceptores pode ocorrer em decorrência de estímulos térmicos 
que podem ser frio ou calor, estímulos mecânicos com intensidade suficiente para ativar 
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as fibras nociceptivas ou por uma série de irritantes químicos. No entanto, a atividade e 
o metabolismo dessas fibras também são amplamente regulados por mecanismos 
endógenos, como produtos da lesão tecidual e mediadores inflamatórios. Muitas 
substâncias causam ativação direta dos nociceptores (por exemplo, bradicinina, ATP, 
capsaicina) causando assim uma dor de característica aguda. Já mediadores 
inflamatórios (por exemplo, prostaglandinas) produzem dor por sensibilizar os 
nociceptores. Isto acontece pela ativação de proteínas quinases intracelulares e alteração 
da excitabilidade da membrana, ou indiretamente via síntese e liberação de outros 
reguladores celulares (por exemplo, citocinas). Além disso, uma excitabilidade anormal 
causada por inflamação ou lesão neuronal, pode decorrer do aparecimento de novos 
canais iônicos e receptores (DRAY et al., 1994; GUIRIMAND e LE BARS, 1996; 
BESSON, 1997; COGGESHALL e CARLTON, 1997; DRAY, 1997; BESSON, 1999; 
MILLAN, 1999; RAJA et al., 1999). 
Os impulsos nociceptivos chegam através dos aferentes primários na medula 
espinhal, mais precisamente no corno dorsal, área primária de recebimento da maioria 
das informações somatossensoriais (COGGESHALL e CARLTON, 1997). O corno 
dorsal da medula é uma estrutura dividida em lâminas com base em sua citoarquitetura. 
As fibras aferentes primárias C e Aδ têm suas terminações principalmente nas lâminas 
mais superficiais [lâminas I (zona marginal) e II (substância gelatinosa)] (BESSON e 
CHAOUCH, 1987). A partir daí a informação nociceptiva se projeta para o tálamo 
através de neurônios de segunda ordem, ou neurônios sensoriais secundários, formando 
as vias ascendentes. Os neurônios sensoriais secundários são ativados pela liberação de 
glutamato e SP dos aferentes primários (HILL, 2001). As vias ascendentes mais 
importantes são: o trato espinotalâmico, o trato espinoreticular e o trato 
espinomesencefálico. O organismo também possui mecanismos intrínsecos para o 
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controle da dor. Após a estimulação de diferentes núcleos do tálamo pelas vias 
ascendentes, ocorre ativação de diversas áreas do córtex sensorial somático, substância 
cinzenta periaquedutal (PAG), hipotálamo, amígdala e cerebelo, onde a informação de 
presente contexto é integrada com experiências do passado e processada para produzir a 
percepção da dor e promover a resposta adequada que é enviada para a medula espinhal 
através dos neurônios descendentes (GUYTON, 1992; BESSON, 1999; CRAIG e 
DOSTROVSKY, 1999; MILLAN 1999). A modulação descendente da informação 
nociceptiva envolve uma série de estruturas cerebrais e sistemas de neurotransmissores, 
dentre os quais podemos mencionar os sistemas opióide, serotoninérgico, 
noradrenérgico, gabaérgico, glutamatérgico, além de canabinóides endógenos entre 
outras substâncias (revisado por MILLAN, 2002). 
Observando a ampla expressão da PrPc e evidências crescentes de sua 
importância, não só no SNC, mas também em outros sistemas, como o imunológico, 
consideramos relevante a busca por novas funções dessa proteína.  
A relação entre PrPc e o sistema glutamatérgico vem sendo investigada, já tendo 
sido demonstrado que a ausência da PrPc em células gliais altera a captação de 
glutamato dependente de íons sódio. Nosso grupo investigou a captação sinaptossomal 
de glutamato em animais de 3 meses de idade que não expressam a PrPc, e não 
observamos qualquer alteração. No entanto, como citado anteriormente, estes animais 
têm alteração de memória dependente de idade, sendo observada apenas nos animais 
com 9 meses. Considerando a importante participação do sistema glutamatérgico nas 
funções relacionadas à memória, é justificável procurar alterações neste sistema em 
animais de idade avançada.  
Não só o sistema glutamatérgico, mas também o serotoninérgico é alterado pela 
ausência da PrPc. Lembrando que este último é fundamental para a modulação 
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endógena da dor e que a PrPc também tem relação com sistema de fagocitose, o qual 
também está relacionado à nocicepção por participar da cascata inflamatória, 
consideramos a hipótese de que a ausência da PrPc pode modificar a resposta 
nociceptiva. Ressaltamos, ainda, o fato de não existirem estudos em relação à resposta 
nociceptiva em animais que não expressam a PrPc, e nosso estudo pode contribuir na 
























Estudar o transporte e liberação de L-[3H]glutamato por seus transportadores 
neuronais em preparações de sinaptossomas obtidas a partir do hipocampo, córtex 
cerebral, córtex entorrinal, cerebelo e bulbo olfatório de camundongos que não 
expressam a proteína príon celular e camundongos selvagens, com idade de 9 meses. 
Estudar o perfil de resposta nociceptiva em camundongos que não expressam a 




Avaliar a captação de L-[3H]glutamato total, dependente de sódio e 
independente de sódio em sinaptossomas obtidos das regiões cerebrais acima citadas, de 
camundongos que não expressam a proteína príon celular e camundongos selvagens, 
com idade de 9 meses. 
Avaliar a liberação basal de L-[3H]glutamato e a liberação de L-[3H]glutamato 
em condições despolarizantes em sinaptossomas obtidos das regiões cerebrais acima 
citadas, de camundongos que não expressam a proteína príon celular e camundongos 
selvagens, com idade de 9 meses. 
Verificar a resposta nociceptiva de camundongos que não expressam a proteína 





 2. METODOLOGIA 
 
2.1 MATERIAIS 
2.1.1 REAGENTES:  
Ácido morfolino propanosulfônico (MOPS), albumina sérica bovina (BSA), 
cloreto de colina, Folin-Ciocalteau, L-glutamato, ácido etileno-diamino-tetracético 
(EDTA), Adjuvante Completo de Freund e cloreto de sódio da Sigma®. 
L-[3H]Glutamato e Percoll da Amersham®. 
Ditiotreitol (DTT) da Pharmacia Biotech®.  
TRIS-(hidroximetil)-aminometano e HEPES da USB®.  
 Ácido acético e formaldeído da Merck®. 
Todos os reagentes utilizados foram de qualidade analítica e obtidos de 
fornecedores comerciais padrão. Para os estudos de nocicepção, as drogas foram 
diluídas em solução de cloreto de sódio 0,9%.  
2.1.2 EQUIPAMENTOS                 
- Agitador de tubos, Phoenix®. 
- Analgesiômetro térmico, Ugo Basile®. 
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 - Banho-maria, Biomatic®. 
- Centrífuga Refrigerada, Himac CR20B2 – Hitachi®  
- Centrífuga, 5804R – Eppendorf®. 
- Cintilador Tri-Carb 1600 TR – Packard®. 
- Hot plate - modelo-DS 37, Ugo Basile®. 
- Potenciômetro – DM 20, Digimed®. 
- Pletismômetro - Ugo Basile®. 
 
2.2 ANIMAIS 
Camundongos machos adultos (idade de 3 meses para estudos de nocicepção, 9 
meses para estudos de transmissão glutamatérgica) Prnp0/0 descendentes de animais 
Zrch I foram utilizados (BUELLER et al., 1992). Os controles selvagens foram criados 
pelo cruzamento de descendentes F1 do acasalamento de 129/Sv X C57BL/6J. Para 
confirmar o genótipo dos animais foram realizadas reações em cadeia da polimerase 
com DNA extraído de suas caudas. As reações foram realizadas em temperatura de 
anelamento à 60°C e 35 ciclos usando “primers” (5’ATCAGTCATCATGGCGAAC3’) 
e (5’AGAGAATTCTCAGCTGGAT CTTCTCCCGTC3’). Foi obtida uma banda de 
693 pb correspondente à seqüência do gene Prnp nos animais selvagens enquanto uma 
banda de 1.635 pb, que representa o cassete de kanamicina que substituiu o gene Prnp e 
identifica os animais Prnp0/0. Os animais foram mantidos em grupos de 10 por gaiola 
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com acesso livre a comida e água, e mantidos em ciclo de claro e escuro de 12h (luz às 
7:00) em  temperatura de 20 ± 2º C. O guia NIH para cuidados e uso de animais de 
laboratório (NIH Publications No. 80-23, revisado em 1978) foi seguido em todos os 
experimentos.   
 
2.3 ESTUDO DA NEUROTRANSMISSÃO GLUTAMATÉRGICA 
2.3.1 PREPARAÇÃO DE FRAÇÕES SINAPTOSSOMAIS  
A preparação de sinaptossomas foi adaptada de DUNKLEY e colaboradores 
(1988). Os camundongos foram mortos por decapitação, o cérebro rapidamente 
removido e as estruturas cerebrais, hipocampo, córtex, córtex entorrinal, bulbo olfatório 
e cerebelo, dissecadas em uma placa de Petri a 4° C, e pesadas. As estruturas cerebrais 
provenientes de 4 animais foram utilizadas para cada preparação de sinaptossomas. 
Estas estruturas foram individualmente homogeneizadas em Potter de vidro (10 % 
peso/volume) a 4o C, em um tampão composto por sacarose 0,32 M, EDTA 1 mM, 
ditiotreitol 0,25 mM,  pH 7,4. As demais porções do cérebro foram descartadas.  O 
homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 1.000 g. O sobrenadante foi coletado com 
pipeta Pasteur e 2 ml foram aplicados aos tubos preparados com o gradiente 
descontínuo de Percoll (23, 15, 7 e 3 %). Os gradientes com a amostra foram então 
centrifugados por 13 min a 30.000 g. As frações 3 (15% Percoll) e 4 (23% Percoll) de 
cada tubo foram coletadas, unidas e recentrifugadas por 18 min a 30.000 g. O 
precipitado foi novamente ressuspenso e centrifugado por 18 min. a 30.000 g. O 
sobrenadante foi descartado e o precipitado final  ressuspenso em tampão HBSS 
(solução salina tamponada por HEPES), o qual consiste de: HEPES 27 mM; KCl 2,4 
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mM; NaCl 133 mM; CaCl2 1,0 mM; K2HPO4 1,2 mM; glicose 12 mM. As preparações 
de sinaptossomas foram então utilizadas para os ensaios de captação e liberação de 
glutamato.  
2.3.2 ENSAIO DE CAPTAÇÃO DE L-[3H]GLUTAMATO  
A captação de glutamato foi realizada conforme previamente descrito 
(FONNUM ET AL., 1980; TASCA ET AL., 2004). A reação foi iniciada pela adição de 
35 µl (100 µg de proteína) da preparação de sinaptossomas ao meio contendo L-
[3H]glutamato 100 nM (composto de glutamato não radioativo e L-[3H]glutamato 49 
Ci/mmol) em HBSS com NaCl 200 mM. A incubação foi finalizada após 1 minuto por 
filtração do meio de ensaio através de filtros de fibra de vidro (Millipore 0,45 μm). Os 
filtros foram rapidamente lavados (3 vezes) com 4 ml de Mops-Tris 10 mM, pH 7,4, à 
temperatura ambiente. A captação específica e de alta afinidade de L-[3H]glutamato 
(dependente de sódio) foi calculada como a diferença entre a captação obtida com o 
meio de incubação descrito acima (captação total) e a captação obtida em ensaios 
realizados na ausência de íons sódio, utilizando cloreto de colina em substituição ao 
cloreto de sódio (captação independente de sódio). A radioatividade presente nos filtros 
foi avaliada em um contador de cintilação líquida.      
2.3.3 ENSAIO DE LIBERAÇÃO DE L-[3H]GLUTAMATO  
O ensaio de efluxo de glutamato foi adaptado de TAVARES et al. (2002). Foi 
realizada a captação conforme descrito acima, por 15 minutos a 35o C na presença de L-
[3H]glutamato (concentração final, 500 nM) e alíquotas de 1,4 mg de proteína de 
sinaptossomas. A captação foi interrompida por centrifugação a 13.000 g por 1 min. O 
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em tampão HBSS sem 
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glutamato e novamente centrifugado. O procedimento anterior foi repetido por mais três 
vezes com o intuito de retirar todo o neurotransmissor que não tenha sido captado. Por 
fim, os sinaptossomas foram incubados a 35o C por 1 min, em condições basais ou 
despolarizantes (na presença de KCl 40 mM com redução equimolar de Nacl). O efluxo 
foi imediatamente finalizado por centrifugação por 1 min. a 16.000 g. Os sobrenadantes 
e precipitados obtidos foram separadamente avaliados para a radioatividade por 
cintilação líquida. A quantidade de L-[3H]glutamato liberada (no sobrenadante) foi 
calculada como uma percentagem da quantidade total de radioatividade (radioatividade 
no sobrenadante adicionada à radioatividade no precipitado).   
2.3.4 DOSAGEM DE PROTEÍNA 
A concentração de proteína foi determinada pelo método de LOWRY et al. 
(1951), usando-se albumina bovina sérica como padrão. 
2.3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
Os resultados obtidos foram avaliados com o teste-T de Student, utilizando o 
programa SPSS versão 10.0 e foram considerados significativos quando p<0,05.  Todos 







2.4 ESTUDOS DE NOCICEPÇÃO 
 Todos os testes comportamentais foram realizados com camundongos que não 
expressam a PrPc, com idade de 3 meses, usando camundongos que expressam 
normalmente a PrPc (selvagens), de mesma base genética, como grupo controle. 
2.4.1 NOCICEPÇÃO INDUZIDA PELO GLUTAMATO  
Este modelo foi proposto recentemente por BEIRITH et al. (2002) e analisa o 
envolvimento do sistema glutamatérgico, principalmente os receptores NMDA e não-
NMDA na transmissão nociceptiva. A injeção de glutamato induz estimulação direta 
dos neurônios nociceptivos, causando a liberação de vários mediadores inflamatórios e 
neuropeptídeos envolvidos na transmissão dolorosa.  
 Os animais foram colocados individualmente dentro de um funil de vidro 
transparente, por um período de adaptação de, no mínimo, 20 minutos e que 
posteriormente, foi utilizado para observar a reação à dor induzida pelo glutamato, 
cronometrando-se a cada 5 min (período máximo de 60 min) o tempo que o animal 
permaneceu lambendo ou mordendo a pata. Cada animal recebeu 20 μl de solução de 
glutamato (10 μmol/pata) na região intraplantar da pata posterior direita. O tempo que o 
animal levou para lamber ou morder a pata injetada com glutamato foi considerado 
como indicativo de dor (BEIRITH et al., 1998).  
2.4.2 NOCICEPÇÃO INDUZIDA PELO ÁCIDO ACÉTICO 
Embora este seja um modelo de nocicepção simples e pouco específico, é 
considerado um modelo de dor inflamatória visceral. A resposta nociceptiva foi 
induzida pela injeção intraperitoneal de ácido acético (0,6%) diluído em solução salina 
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(0,9%). Basicamente, as contorções abdominais consistem na contração da musculatura 
abdominal juntamente com a extensão de uma das patas posteriores, de acordo com o 
método descrito anteriormente (SANTOS et al., 1999b). Após a injeção do ácido acético 
os camundongos foram observados em funis de vidro individuais e o número de 
contorções abdominais foi quantificado a cada 5 min em um período máximo de 60 
minutos.   
2.4.3 NOCICEPÇÃO INDUZIDA PELA FORMALINA 
Esse modelo permite avaliar dois tipos distintos de dor: a dor de origem 
neurogênica (estimulação direta dos nociceptores) e a de origem inflamatória 
(caracterizada pela sensibilização dos nociceptores causada por liberação de mediadores 
envolvidos na inflamação). O procedimento utilizado foi similar ao descrito 
anteriormente (SANTOS et al., 1999). Os animais receberam 20 μl de formalina a 2,5% 
(0,92% de formaldeído) na região intraplantar da pata posterior direita. Após a injeção 
de formalina os animais foram colocados, individualmente, em um funil de vidro, ao 
lado de um espelho para facilitar a observação. O tempo em que o animal permaneceu 
lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina foi cronometrado, no intervalo de 
5 minutos, durante 1 hora, para avaliar a evolução do processo nociceptivo.  
            Esse modelo permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, 
que ocorre durante os primeiros 5 minutos após a injeção da formalina (dor de origem 
neurogênica), e a segunda, que ocorre entre 15 a 30 min após a formalina, representando 
a resposta tônica à dor, acompanhada de uma resposta inflamatória relacionada com a 




2.4.4 ESTÍMULO VISCERAL CONDICIONANTE 
 Os animais foram tratados com ácido acético 0,6%, 0,45 ml, via i.p. com 
objetivo de induzir um estímulo visceral condicionante (KURIHARA  et al, 2003). Três 
semanas após a injeção de ácido acético ou solução salina (grupo controle), foi 
examinado estímulo nocivo através da administração de 20 μl de formalina a 2,5% 
(0,92% de formaldeído) na região intraplantar da pata posterior direita. Após a injeção 
de formalina os animais foram colocados, individualmente, em um funil de vidro, ao 
lado de um espelho para facilitar a observação. O tempo em que o animal permaneceu 
lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina foi cronometrado durante 0-5 min 
(fase aguda) e 15-30 min (fase tônica) após a injeção, para avaliar a evolução do 
processo nociceptivo (HUNSKAAR & HOLE, 1987). 
2.4.5 INFLAMAÇÃO (EDEMA) E ALODINIA MECÂNICA INDUZIDA PELO CFA 
 Este modelo permite avaliar a evolução da nocicepção de origem inflamatória 
crônica induzida pela injeção de adjuvante completo de Freund (CFA). Os 
camundongos foram anestesiados com éter e receberam uma injeção intraplantar de 20 
μL de CFA (1 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis em 85% parafina e 15% manida 
monoleato) na pata posterior direita. A dose de CFA utilizada produz significativo 
aumento do volume da pata e desenvolvimento de alodinia (FERREIRA et al., 2001). 
A avaliação do edema foi realizada através de pletismômetro (Ugo Basile) em 
vários tempos (basal, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96 e 192 h) e foi expresso (μL) como a 
diferença entre o volume da pata antes (basal) e posteriormente à injeção do CFA (De 
CAMPOS et al., 1996; FERREIRA et al., 2001). O aumento do volume da pata foi 
utilizado como indicativo do grau de inflamação. 
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A alodinia mecânica foi medida conforme descrito anteriormente (CHAPLAN et 
al., 1994). Esta consiste da aplicação de uma força mecânica (em gramas) através do 
uso de filamento de Von Frey (VFH, Stoelting, Chicago, USA). A utilização desse 
filamento permite aplicação de diferentes forças na pata, e a retirada da pata frente ao 
estímulo é considerada como resposta nociceptiva. O gráfico obtido representa 50% do 
limiar de resposta (retirada da pata) frente a 6 aplicações do filamento de Von Frey.  A 
frequência de retirada foi determinada anteriormente à aplicação de CFA (basal). A 
alodinia mecânica foi observada 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96 e 192 h após a injeção de CFA. 
2.4.6 TESTE DA PLACA QUENTE (HOT-PLATE) 
O teste da placa quente é um modelo que avalia a latência de resposta frente ao 
estimulo térmico, ou seja, é um modelo de nocicepção térmica descrito por WOOLFE & 
MACDONALD (1944). Nesses experimentos, o aparelho de placa quente (Ugo Basile, 
modelo-DS 37) foi mantido a 50,5°, 55° ou 58°C. Os animais foram colocados num 
cilindro de vidro de 24 cm de diâmetro sobre a superfície aquecida, e o tempo entre a 
colocação do animal e a resposta nociceptiva (caracterizada pela lambida, mordida e 
batidas das patas) foi considerado como latência de resposta. Para prevenir lesão 
tecidual foi utilizado um tempo de corte de 30s.  
2.4.7 TESTE DE RETIRADA DA CAUDA (TAIL-FLICK) 
Um analgesiômetro térmico (Ugo Basile) foi utilizado para medir a latência de 
resposta dos animais de acordo com o método descrito por D'AMOUR & SMITH 
(1941). Para isto, um estímulo luminoso (90 W) foi aplicado na cauda do animal, sendo 
que o tempo em segundos que o mesmo levou para remover a cauda, expondo a 
fotocélula no aparelho foi cronometrado. Para prevenir lesão tecidual foi utilizado um 
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tempo de corte automático de 30s e foram realizadas três medidas sendo que a média 
das mesmas foi calculada para quantificar a latência de resposta. 
2.4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
Os resultados obtidos foram avaliados com análise de variância de uma via 
(ANOVA), com exceção dos dados obtidos dos estudos de alodinia e edema induzidos 
por CFA e do estímulo condicionante visceral, que foram analisados com teste de duas 
vias (ANOVA), seguidos pelo teste Student-Newman-Keuls ou teste-T de Student (na 
análise de uma via), utilizando o programa Graph Pad Instat versão 2.05. Os resultados 















 3. RESULTADOS 
 
3.1 ESTUDO DA NEUROTRANSMISSÃO GLUTAMATÉRGICA 
A captação e liberação de L-[3H]glutamato foram avaliadas em preparações de 
sinaptossomas obtidas a partir do hipocampo, córtex  cerebral, córtex entorrinal, 
cerebelo e bulbo olfatório de camundongos selvagens e camundongos que não 
expressam a proteína príon celular, com idade avançada (9 meses).  
 Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 
camundongos selvagens e os que não expressam a proteína príon celular, na captação 
sinaptossomal total de L-[3H]glutamato em hipocampo (p = 0,120), cerebelo (p= 0,991), 
córtex (p= 0,778), córtex entorrinal (p= 0,783) e bulbo olfatório (p= 0,572); na captação 
dependente de Na+ em hipocampo (p = 0,193), cerebelo (p= 0,972), córtex (p= 0,733), 
córtex entorrinal (p= 0,811) e bulbo olfatório (p= 0,596);  ou na captação  independente 
de Na+ em hipocampo (p = 0.147), cerebelo (p= 0,884), córtex (p= 0,831), córtex 
entorrinal (p= 0,748) e bulbo olfatório (p= 0,883) (Figura 1).  
 Também não foram observadas diferenças significativas na liberação basal de 
L-[3H]glutamato em sinaptossomas obtidos de hipocampo (p = 0,263), cerebelo (p= 
0,742), córtex (p= 0,867), córtex entorrinal (p= 0,807) e bulbo olfatório (p= 0,850); e na 
liberação de L-[3H]glutamato estimulada por despolarização (aumentando a 
concentração de K+) em hipocampo (p = 0.228), cerebelo (p= 0,880), córtex (p= 0,960), 
córtex entorrinal (p= 0,685) e bulbo olfatório (p= 0,669), entre os camundongos 
selvagens e os que não expressam a proteína príon celular (Figura 2). 
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Figura 1. Avaliação da captação de L-[3H]glutamato em preparações de 
sinaptossomas obtidas a partir de hipocampo, cerebelo, córtex cerebral, córtex 
entorrinal e bulbo olfatório de camundongos que não expressam a proteína prion 
celular e selvagens. A captação total de glutamato, independente de Na+ (Na-ind) e 
dependente de Na+ (Na-dep) foi avaliada em sinaptossomas obtidos a partir do 
hipocampo (A), cerebelo (B), córtex cerebral (C), córtex entorrinal (D) e bulbo olfatório 
(E) de camundongos selvagens (Prnp +/+) e que não expressam a PrPc (Prnp o/o), com 
idade de 9 meses. A captação de glutamato está expressa em pmol/mg proteína/min. Os 
dados representam média ± desvio padrão de cinco experimentos independentes 
realizados em triplicatas. Nenhuma diferença estatisticamente significativa foi 
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Figura 2. Avaliação da liberação de L-[3H]glutamato em preparações de 
sinaptossomas obtidas a partir de hipocampo, cerebelo, córtex cerebral, córtex 
entorrinal e bulbo olfatório de camundongos que não expressam a proteína prion 
celular e selvagens. A liberação basal de glutamato foi realizada em concentrações 
fisiológicas de KCl (basal) e a liberação estimulada por despolarização foi realizada na 
presença de 40 mM KCl no meio de incubação (desp) em sinaptossomas obtidos a partir 
do hipocampo (A), cerebelo (B), córtex cerebral (C), córtex entorrinal (D) e bulbo 
olfatório (E) de camundongos selvagens (Prnp +/+) e que não expressam a PrPc (Prnp 
o/o), com idade de 9 meses. Os resultados estão expressos como a porcentagem de 
liberação em relação ao total de L-[3H] glutamato captado. Os dados representam média 
± desvio padrão de cinco experimentos realizados em triplicatas. Nenhuma diferença 
estatisticamente significativa foi observada entre os grupos de Prnp +/+ e Prnp o/o. 
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 3.2 ESTUDOS DE NOCICEPÇÃO 
Os dados apresentados nas Figuras 3 e 4 indicam que não houve diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos de camundongos selvagens e 
camundongos que não expressam a proteína príon celular na nocicepção induzida pelo 
glutamato. No estudo da nocicepção inflamatória visceral induzida pelo ácido acético 
observou-se que animais que não expressam a proteína príon celular foram mais 
responsivos que animais selvagens (Figuras 5 e 6). Desta forma, esses resultados podem 
indicar que a ausência da expressão da proteína príon celular parece ser relevante para a 



























Figura 3. Avaliação temporal da nocicepção induzida por Glutamato em 
camundongos que não expressam a proteína prion celular e selvagens. Avaliação 
temporal da nocicepção induzida pela injeção i.pl. de glutamato (10 mol/pata) em 
animais selvagens (círculo fechado) e que não expressam a proteína príon celular 
(círculo aberto). Os resultados representam média ± EPM de oito animais e a análise 

























Figura 4. Nocicepção induzida por Glutamato em camundongos que não 
expressam a proteína prion celular e selvagens. Nocicepção induzida pela injeção 
i.pl. de glutamato (10 mol/pata) durante 15 minutos, em animais selvagens (barra 
escura) e que não expressam a proteína príon celular (barra clara). As colunas indicam 
média + EPM de oito animais e as análises estatísticas entre os grupos foram realizadas 































Figura 5. Avaliação temporal da nocicepção induzida pelo ácido acético em 
camundongos que não expressam a proteína prion celular e selvagens. Avaliação 
temporal do número de contorções abdominais induzidas pela injeção i.p. de ácido 
acético em animais selvagens (círculo fechado) e que não expressam a proteína príon 
celular (círculo aberto). Os resultados representam média ± EPM de seis animais. Os 
símbolos denotam diferença significativa entre os grupos selvagem e que não expressam 
a proteína príon celular *p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA uma via, seguida de 






















Figura 6. Nocicepção induzida pelo ácido acético em camundongos que não 
expressam a proteína prion celular e selvagens. Resposta nociceptiva (contorções 
abdominais) induzida pela injeção i.p. de ácido acético durante 20 minutos, em animais 
selvagens (barra escura) e que não expressam a proteína príon celular (barra clara). As 
colunas indicam média + EPM de seis animais. Os símbolos denotam a diferença 
significativa entre os grupos selvagem e que não expressam a proteína príon celular 






 Os resultados apresentados nas Figuras 7 e 8 mostram que também não houve 
diferença entre os grupos de camundongos selvagens e camundongos que não 
expressam a proteína príon celular na nocicepção induzida pela formalina, tanto na 
nocicepção neurogênica (primeiros 5 minutos) quanto na inflamatória (15 a 30 
minutos). Quando avaliados os resultados do estímulo visceral condicionante, observa-
se uma diferença significativa entre os grupos submetidos previamente, ou não, ao 
estudo de nocicepção induzida pelo ácido acético, somente nos camundongos selvagens. 
O grupo selvagem que foi submetido ao teste com ácido acético apresenta um menor 
número de manifestações dolorosas no teste com a formalina, tanto na fase de 
nocicepção neurogênica (fase1) quanto na fase inflamatória (fase 2), em comparação ao 
grupo selvagem que recebeu apenas o teste com a formalina. Entre os grupos de 
camundongos que não expressam a proteína do príon celular não houve diferença 


























Figura 7. Avaliação temporal da nocicepção induzida pela formalina em 
camundongos que não expressam a proteína prion celular e selvagens. Avaliação 
temporal da nocicepção induzida pela injeção i.pl. de formalina 2,5% (0,92% 
formaldeído) em animais selvagens (círculo fechado) e que não expressam a proteína 
príon celular (círculo aberto). Os resultados representam média ± EPM de oito animais e 
























Figura 8. Primeira e segunda fases da nocicepção induzida pela formalina em 
camundongos que não expressam a proteína prion celular e selvagens. Primeira fase 
(0-5 min) e segunda fase (15-30 min) da nocicepção induzida pela injeção i.pl. de 
formalina 2,5% (0,92% formaldeído) em animais selvagens (barra escura) e que não 
expressam a proteína príon celular (barra clara). As colunas indicam média + EPM de 
oito animais e as análises estatísticas entre os grupos foram realizadas através de 
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Figura 9. Nocicepção induzida pela formalina após estímulo visceral condicionante em 
camundongos que não expressam a proteína prion celular e selvagens. Primeira fase (0-5 
min) (A) e segunda fase (15- 30 min) (B) da nocicepção induzida pela injeção i.pl. de formalina 
2,5% (0,92% formaldeído) em animais selvagens e que não expressam a proteína príon celular, 
submetidos a um estímulo visceral condicionante, por administração i.p. de ácido acético 3 
semanas antes. As colunas indicam média + EPM de oito animais pré-tratados com salina i.p. 
(barra clara) ou ácido acético (barra escura). Os símbolos denotam a diferença significativa 
*p<0,05 entre os grupos que receberam, ou não, o estímulo condicionante; e #p<0,05 entre 
grupos selvagem e que não expressam a proteína príon celular. Dados analisados com teste de 
duas vias (ANOVA), seguidos pelo teste Student-Newman-Keuls. 
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 A injeção intraplantar de CFA produziu uma alodinia duradoura nos animais 
testados, porém não observamos diferença significativa entre camundongos selvagem e 
que não expressam a proteína príon celular (Figura 10). Avaliando a inflamação 
(edema) induzida pelo CFA, demonstrou-se que, após 2 horas da injeção de CFA, todos 
os animais tiveram aumento de volume da pata, em relação ao volume basal. No entanto 
os camundongos que não expressam a proteína príon celular desenvolveram menor 
































    
Figura 10. Avaliação temporal da alodinia induzida por adjuvante completo de 
Freund (CFA) em camundongos que não expressam a proteína prion celular e 
selvagens. Avaliação temporal da resposta ao estímulo mecânico (alodinia) através do 
filamento de Von Frey frente à inflamação induzida pela injeção i.pl. de CFA em 
animais selvagens (círculo fechado) e que não expressam a proteína príon celular 
(círculo aberto). Os resultados representam média ± EPM de oito animais. O símbolo 
denota diferença significativa entre grupo selvagem e knockout *p<0.05. Dados 
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Figura 11. Avaliação temporal do edema induzido por adjuvante completo de 
Freund (CFA) em camundongos que não expressam a proteína prion celular e 
selvagens. Avaliação temporal para o desenvolvimento do edema de pata frente à 
inflamação induzida pela injeção i.pl. de CFA em animais selvagens (círculo fechado) e 
que não expressam a proteína príon celular (círculo aberto). Os resultados representam 
média ± EPM de oito animais. O símbolo denota diferença significativa entre grupos 
selvagem e que não expressam a proteína príon celular *p<0.05. Dados analisados com 





 Pode-se observar que no teste da placa quente ocorreu diferença significativa 
entre os grupos de animais selvagens e que não expressam a proteína príon celular na 
temperatura de 55°C, onde os camundongos que não expressam a proteína príon celular 
apresentaram maior latência de resposta, o que indica maior resistência ao estímulo 
térmico aplicado (Figura 12). Resultado semelhante foi obtido no teste de retirada da 
cauda, onde novamente o grupo de animais que não expressam a proteína príon celular 



























Figura 12. Teste da placa quente (hot-plate) em camundongos que não expressam a 
proteína prion celular e selvagens. Avaliação da resposta nociceptiva frente a 
estímulo térmico induzido pela placa quente (hot-plate) em animais selvagens (barra 
escura) e que não expressam a proteína príon celular (barra clara). As colunas 
representam média ± EPM de sete animais. O símbolo denota diferença significativa 
entre os grupos selvagem e que não expressam a proteína príon celular *p<0.05 



















Figura 13. Teste de retirada da cauda (tail-flick) em camundongos que não 
expressam a proteína prion celular e selvagens. Avaliação da resposta nociceptiva 
frente a estímulo térmico induzido pela radiação luminosa (90 W) na cauda (tail-flick), 
em animais selvagens (barra escura) e que não expressam a proteína príon celular (barra 
clara). As colunas representam média ± EPM de sete animais. O símbolo denota 
diferença significativa entre os grupos selvagem e que não expressam a proteína príon 









 A proteína príon celular, PrPc, é uma glicoproteína de membrana, expressa em 
diversos tipos celulares, cujas funções fisiológicas têm sido amplamente investigadas 
nos últimos anos. Sua importância no desenvolvimento de doenças causadas pela 
proteína infecciosa, scrapie (PrPsc), chamadas encefalopatias espongiformes 
transmissíveis, vem sendo elucidada. Sabe-se que a infecção somente ocorre quando a 
célula expressa a PrPc, pois a PrPsc usa sua estrutura e transforma a proteína normal em 
uma proteína infectante, processo com mecanismo ainda pouco conhecido (PRUSINER, 
1998). Entre as características das doenças causadas por príons está uma marcada 
neurodegeneração. Existem autores que propõem que esta neurodegeneração pode estar 
acontecendo devido à perda de função da PrPc, facilitando ocorrência de lesões por 
estresse oxidativo e excitotoxicidade glutamatérgica (BROWN et al, 1999; BROWN 
2001). A PrPc parece contribuir também na homeostase do sistema serotoninérgico, 
agindo como moduladora do acoplamento e regulação entre receptores 5-HT em células 
serotonérgicas (MOUILLET-RICHARD et al, 2004). 
Além de sua expressão abundante no SNC, a PrPc também é expressa por 
diversos tipos celulares, como já citado anteriormente. Assim, discute-se que sua função 
não deve ser exclusiva de neurônios. Evidências recentes indicam um papel da PrPc na 
modulação da fagocitose in vivo e in vitro (de ALMEIDA et al, 2005). 
 A produção de animais que não expressam a PrPc foi uma ferramenta 
fundamental para o estudo de possíveis funções fisiológicas desta proteína. Neste estudo 
foram utilizados camundongos que não expressam a PrPc, da linhagem Zrch1, e 
camundongos com mesma base genética, que expressam a proteína, como grupo 
controle. Foram realizados estudos de transporte sinaptossomal de glutamato em 
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camundongos com idade de 9 meses, e estudos de nocicepção em animais de 3 meses de 
idade, com objetivo de contribuir na identificação dos papéis fisiológicos da PrPc tanto 
no SNC, quanto no Sistema Nervoso Periférico (SNP).  
 
Neurotransmissão glutamatérgica 
Neste estudo, investigamos a atividade dos transportadores neuronais de 
glutamato, e se esta poderia ser alterada pela ausência da PrPc. Nenhuma alteração foi 
observada na captação e liberação de L-[3H]glutamato por sinaptossomas obtidos do 
hipocampo, cerebelo, córtex cerebral, córtex entorrinal e bulbo olfatório de 
camundongos que não expressam a PrPc, com idade de 9 meses (Figs. 1 e 2).  
 O envolvimento do sistema glutamatérgico nas doenças causadas por Príons vem 
sendo demonstrado ao longo dos anos. Estudos de união de MK-801 em hipocampo de 
camundongos inoculados com PrPsc mostram uma redução nos sítios de união para este 
antagonista não-competitivo de receptores NMDA, o que ocorre antes do aparecimento 
de sintomas, podendo indicar sinais de um processo neurodegenerativo (DIEZ et al, 
2001). Em coculturas de neurônios cerebelares e astrócitos, o tratamento das mesmas 
com o peptídeo PrP106-126, um peptídeo sintético que corresponde ao núcleo da PrPsc, 
estimula mudanças na composição dos receptores NMDA, causando morte celular 
através do aumento da toxicidade glutamatérgica (SASSOON et al, 2004). Estudos de 
imunohistoquímica em cérebros de pacientes com Doença de Creutzfeldt-Jacob 
mostram uma alteração importante e seletiva na expressão de receptores de 
neurotransmissores cruciais no SNC, apontando para uma vulnerabilidade maior dos 
receptores glutamatérgicos nesta patologia (FERRER & PUIG, 2003). 
 Alterações no sistema glutamatérgico também foram observadas em animais que 
não expressam a PrPc. Em culturas de células gliais, astrócitos tipo 1 destes 
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camundongos apresentam redução na captação de glutamato dependente de Na+, sem 
alterar a captação independente de íons Na+ (BROWN & MOHN, 1999).  O transporte 
de glutamato é dependente de transportadores de aminoácidos excitatórios (EAATs). A 
captação independente de íons sódio ocorre, principalmente, pelo transportador EAAT4, 
que é dependente de íons cloreto. Estudos demonstraram que a expressão deste 
transportador não é alterada nos camundongos que não expressam a PrPc (YUKITAKE 
et al, 2003), o que pode explicar os resultados obtidos anteriormente em relação à 
captação de glutamato independente de Na+. Animais que não expressam a PrPc 
apresentam redução na resposta locomotora induzida pela injeção intra-peritoneal de 
MK-801 (COITINHO et al, 2002). 
A ausência de alteração significativa na captação e liberação de glutamato em 
sinaptossomas observada neste estudo, poderia sugerir que o acúmulo de glutamato na 
fenda sináptica não estaria relacionado à excitabilidade neuronal aumentada em 
camundongos que não expressam a PrPc. No entanto, já foi demonstrado que a ausência 
da PrPc promove uma redução na captação de glutamato em culturas de astrócitos. 
Além disso, neurônios cerebelares em culturas obtidas destes animais, são mais 
sensíveis à toxicidade de glutamato, o que poderia sugerir que ausência da PrPc, 
contribui para o aumento da excitabilidade neuronal (BROWN & MOHN, 1999).  
Os transportadores neuronais de glutamato foram clonados e são designados 
EAAT3, amplamente expresso em neurônios, EAAT4, encontrados em neurônios de 
Purkinje no cerebelo, e EAAT5 encontrados na glia e em neurônios da retina (SIMS & 
ROBINSON, 1999). No entanto, foi demonstrado que o transportador de glutamato 
EAAT2 (ou GLT-1), presente em astrócitos, pode também contribuir para a captação de 
alta afinidade por glutamato em preparações sinaptossomais de roedores (SUCHAK et 
al., 2003). Em certas condições fisiopatológicas, como isquemia aguda e crises 
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epilépticas, a neurotoxicidade do glutamato pode ser potencializada devido à falha ou 
alteração na atividade dos transportadores de glutamato (DANBOLT, 2001). 
Considerando que a inibição da síntese do transportador de glutamato neuronal, 
EAAT3, pela administração crônica de oligonucleotídeos “antisense” produziu uma 
discreta neurotoxicidade e convulsões (ROTHSTEIN et al., 1996), é razoável supor que 
os transportadores sinaptossomais de glutamato poderiam apresentar alterações na sua 
atividade, ou eventualmente na sua expressão, em camundongos que não expressam a 
PrPc, e que são mais  propensos à indução de crises epilépticas (WALZ et al., 1999). 
Um estudo anterior realizado em nosso laboratório já havia demonstrado que não 
existem alterações no transporte sinaptossomal de glutamato em camundongos que não 
expressam PrPc com idade de 3 meses (THAIS, 2005; THAIS et al., 2006). Testes 
comportamentais, especificamente tarefas de esquiva inibitória, realizados em 
camundongos que não expressam a PrPc e em ratos submetidos a injeções intra-
hipocampais de anticorpo anti-PrPc, evidenciaram que a PrPc também está envolvida na 
aquisição e retenção de memória, mas de forma dependente da idade. Estes animais 
foram testados nas idades de 3 e 9 meses, e o que se observou é que, aqueles animais de 
9 meses de idade, tiveram alterações em tarefas de avaliação da memória de curto e 
longo prazo. Já os animais na idade de 3 meses não apresentaram qualquer prejuízo na 
aquisição de memória (COITINHO et al, 2003). Levando em conta estes dados, 
testamos a hipótese de uma possível alteração no transporte sinaptossomal de glutamato 
de maneira dependente da idade dos animais. Nossas observações novamente não 
demonstraram qualquer alteração no transporte sinaptossomal de glutamato em 
camundongos que não expressam PrPc aos 9 meses de idade.   
No entanto, comparando com os resultados prévios de nosso grupo (THAIS et 
al, 2006), observamos que houve um aumento na captação total e na captação 
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dependente de sódio em animais de 9 meses em relação aos de 3 meses de idade, assim 
como houve aumento na liberação de glutamato em condições basais e despolarizantes. 
Estas alterações foram evidenciadas tanto em animais que expressam, quanto nos que 
não expressam a PrPc, sendo que as diferenças no transporte de glutamato foram 
exclusivas da idade (THAIS et al, 2006). Em relação às diferenças na captação de 
glutamato em animais de idade avançada, os resultados são discordantes na literatura. 
Enquanto alguns autores mostraram redução nos níveis de captação de glutamato em 
animais mais velhos (VATASSERY et al., 1998), a maioria dos estudos não encontram 
alterações no transporte de glutamato relacionados à idade (PALMER et al., 1994; 
SANCHEZ-PRIETO et al., 1994). A liberação de glutamato também é controversa em 
relação às diferenças de idade. Enquanto alguns autores não observaram alterações 
(PALMER et al., 1994; SANCHEZ-PRIETO et al., 1994), outros encontraram um 
aumento na liberação de glutamato, basal e estimulada por K+, em ratos de 12 meses de 
idade (LHULLIER et al., 2004). No entanto, nenhum destes estudos foi conduzido com 
animais de 9 meses de idade, nem avaliaram estruturas cerebrais independentemente, 
aspectos que devem ser considerados ao comparar resultados. Assim, podemos concluir 
que a PrPc não está criticamente envolvida no transporte neuronal de glutamato. 
Em concordância com nossos achados, YUKITAKE e colaboradores (2003), 
usando uma linhagem diferente de camundongos com deleção para o gene Prnp (Ngsk), 
também observaram que não houve alteração nos níveis de RNAm dos transportadores 
EAAT4 de neurônios cerebelares em animais que não expressam a PrPc. No entanto, 
considerando que a captação de glutamato dependente de Na+ em astrócitos que não 
expressam PrPc é diminuída (BROWN & MOHN, 1999), e que a expressão dos 
transportadores de aminoácidos excitatórios é diferente entre células gliais e neuronais 
(também entre culturas celulares e frações subcelulares), sugerimos a possibilidade de 
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que a captação astrocitária de glutamato está alterada na ausência da PrPc, enquanto o 
transporte neuronal de glutamato (captação e liberação sinaptossomais) não é alterado 
com a deleção do gene Prnp. 
 Recentemente, foi também demonstrado um aumento nos níveis de RNAm de 
subunidades do receptor NMDA no giro denteado de camundongos que não expressam 
a PrPc quando comparados ao tipo selvagem (MAGLIO et al., 2004). Outras 
anormalidades previamente reportadas nestes animais poderiam contribuir para a 
hiperexcitabilidade incluindo: a) perda da condutância de correntes de K+ ativadas por 
Ca+2, com redução na amplitude de hiperpolarização, levando à alteração de 
propriedades celulares intrínsecas de células piramidais no hipocampo (COLLING et 
al., 1996); b) inibição anormal do receptor GABA-A no hipocampo, que poderia 
contribuir para um estado hiperexcitável (COLLINGE et al., 1994); c) reorganização 
das fibras musgosas no hipocampo, semelhante ao observado na epilepsia do lobo 
temporal relacionada com a esclerose hipocampal (COLLING et al, 1997); d) mudanças 
na atividade de ectonucleotidases no hipocampo e neocórtex, resultando em níveis mais 
baixos de hidrólise de ADP, possivelmente levando a níveis mais baixos do 
anticonvulsivante endógeno adenosina, na fenda sináptica (PEREIRA et al., 2001, 
BONAN et al., 2000a;b). 
 Apesar da possível correlação teórica entre transportadores neuronais de 
glutamato, excitabilidade neuronal e excitotoxicidade neural, o transporte neuronal de 
glutamato parece estar funcionalmente normal após a deleção do gene Prnp. Assim, 
podemos concluir que a PrPc não é crucial para o transporte neuronal de glutamato, ou 
sua ausência foi compensada de maneira eficaz nesses animais estudados. Mesmo sendo 
resultados negativos, acreditamos que estes dados podem contribuir para a compreensão 
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dos papéis fisiológicos da PrPc, pois mostram claramente que esta proteína não está 
envolvida de modo crítico em uma função neuroquímica fisiologicamente importante. 
 
Estudos de Nocicepção 
 A transmissão nociceptiva compreende uma rede neuronal complexa, distribuída 
em sistemas periférico, espinal e supra-espinal, e ocorre pela ação de 
neurotransmissores, neuromoduladores e mensageiros intracelulares (JULIUS & 
BASBAUM, 2001; JI & STRICHARTZ, 2004). Considerando que a PrPc vem sendo 
reconhecida como uma proteína importante para a função e homeostasia de sistemas de 
neurotransmissores, e ainda sua ampla expressão em neurônios, bem como em outras 
células, é surpreendente o fato de ainda não existirem dados referentes à sua função no 
sistema nociceptivo. Neste estudo demonstramos que a PrPc é necessária para produção 
de respostas comportamentais normais em relação à dor. 
 Animais que não expressam a PrPc apresentaram menor sensibilidade ao 
estímulo térmico no teste de retirada da cauda em relação aos animais controle (Fig. 13). 
No teste da placa quente esta hipoalgesia foi observada apenas na temperatura de 55º C, 
o mesmo não ocorrendo para estímulos térmicos leve (50,5º C) e intenso (58º C) (Fig. 
12). As respostas produzidas por estes estímulos térmicos parecem ser geradas por vias 
diferentes de integração. Aquelas produzidas pelo estímulo da placa quente dependem 
de integração supra-espinal (CHAPMAN et al, 1985; LE BARS et al, 2001), enquanto 
as observadas no teste de retirada da cauda correspondem a uma reação reflexa espinal 
(SINCLAIR et al, 1988; LE BARS et al, 2001). A razão para o efeito analgésico 
observado na ausência da expressão da PrPc não é clara. Tem sido sugerido na literatura 
que, em média, 45 % das fibras de pequeno (fibras C) e médio (fibras Aδ tipo II) 
diâmetro que se projetam para o corno dorsal da medula exibem correntes evocadas por 
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temperaturas mais baixas (~45º C), enquanto 5 a 10 % dos neurônios (fibras Aδ tipo I) 
respondem a temperaturas a partir de 52º C, e não são sensíveis à capsaicina (JULIUS & 
BASBAUM, 2001). Assim, a ausência da PrPc pode estar afetando apenas um tipo 
específico de fibras, principalmente aquelas com maior mielinização.  
Neste contexto, a PrPc não parece estar envolvida na modulação de resposta 
referente às fibras C, sensíveis à capsaicina. Em camundongos que não expressam a 
PrPc não houve qualquer alteração na resposta produzida pela injeção intraplantar de 
formalina, tanto na fase aguda quanto na fase tardia (Figs. 7 e 8). As respostas 
observadas neste teste são reguladas, pelo menos parcialmente, pelas fibras C sensíveis 
à capsaicina (McCALL et al, 1996; SANTOS & CALIXTO, 1997). Também não foram 
observadas alterações nas respostas comportamentais de camundongos knockout para 
PrPc no teste de nocicepção induzida pelo glutamato (Figs. 3 e 4). Estudos prévios 
demonstram que a nocicepção induzida pelo glutamato é mediada por fibras C sensíveis 
à capsaicina (BEIRITH et al, 2003). 
É importante lembrar que a condução dos estímulos nociceptivos ao corno dorsal 
da medula se dá através dos neurônios aferentes primários, classificados de acordo com 
o diâmetro e mielinização de suas fibras. As fibras de pequeno e médio diâmetro 
originam a maioria dos nociceptores e incluem as fibras C não mielinizadas e as fibras 
pouco mielinizadas Aδ, respectivamente (MILLAN, 1999). A mielinização no SNP 
ocorre através das células de Schwann, as quais emitem prolongamentos 
citoplasmáticos que envolvem os axônios individualmente, cobrindo-os com mielina. 
Existem evidências mostrando que as células de Schwann requerem a formação de uma 
lâmina basal para envolver e mielinizar os axônios adequadamente. Lamininas são os 
principais componentes da matriz extra-celular e parecem ser especialmente importantes 
neste processo de mielinização no SNP. Estudos in vitro demonstraram que é necessária 
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deposição de laminina para mielinização axonal em modelo de cocultura de neurônios e 
células de Schwann (YU et al, 2005).  
A deleção do gene que codifica um receptor de laminina, presente na célula de 
Schwann, chamado distroglicano, altera a organização da mielina em nervos periféricos, 
reduzindo a velocidade de condução nestes nervos e alterando respostas a estímulos 
dolorosos nestes animais. Isto indica que uma adequada interação entre célula de 
Schwann e laminina pode ser fundamental para o funcionamento adequado do SNP 
(SAITO et al, 2003). Também a deleção da própria laminina, especificamente da cadeia 
γ-1, leva a alterações importantes na mielinização do SNP (YU et al, 2005). A PrPc 
também foi caracterizada como receptor de laminina, ligando-se especificamente a um 
decapeptídeo carboxi-terminal, presente na cadeia γ-1 da mesma. Esta interação PrPc-
laminina promove sinais neuroprotetores, facilitando a sobrevivência e diferenciação 
neuronal (GRANER et al, 2000). Nossas observações apontam para um papel 
importante da PrPc no funcionamento normal de fibras mielinizadas, as quais tiveram 
alteração nos seus limiares de resposta nos camundongos que não expressam a PrPc, o 
que não foi evidenciado nas respostas de fibras não mielinizadas. 
Diferentemente do observado para estímulos térmicos, camundongos que não 
expressam PrPc apresentam maior sensibilidade à dor induzida pelo ácido acético, um 
modelo de dor visceral inflamatória (Figs. 5 e 6). A administração de ácido acético 
intraperitoneal ativa macrófagos e mastócitos residentes na cavidade abdominal, 
causando liberação de mediadores inflamatórios endógenos, como bradicinina, 
substância P, prostanóides e citocinas (fator de necrose tumoral- TNF-α, interleucinas- 
IL-1β, IL-8) (COLLIER et al, 1968; RIBEIRO et al, 2000). Assim, a nocicepção 
induzida por ácido acético é bastante dependente da presença e atividade de macrófagos 
e mastócitos. Estudos demonstraram que animais que não expressam a PrPc apresentam 
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um aumento da fagocitose dependente de macrófagos, e a administração intraperitoneal 
de substâncias químicas pró-inflamatórias causa um maior recrutamento de macrófagos, 
quando comparados a animais que expressam a PrPc. Ou seja, a PrPc regula 
negativamente a fagocitose (de ALMEIDA et al, 2005). Estes dados são consistentes 
com nossa observação de que estes animais que não expressam a PrPc mostraram 
sensibilidade aumentada à nocicepção induzida pelo ácido acético (maior número de 
contorções abdominais), o que pode ser explicado, ao menos em parte, por maior 
recrutamento e atividade de macrófagos peritoneais, aumentando a liberação de 
substâncias pró-inflamatórias, resultando em maior ativação de nociceptores viscerais. 
 Ao contrário do que ocorre no modelo de dor visceral induzida por ácido 
acético, onde o recrutamento de macrófagos é fundamental, no modelo de edema e 
inflamação induzidos por CFA, as respostas são determinadas, principalmente, pela 
infiltração de células polimorfonucleares (F.C. MEOTTI, comunicação pessoal). Neste 
estudo observamos uma atividade pró-inflamatória da PrPc relativa a estas células 
específicas do sistema imune, pois animais que não expressam esta proteína 
desenvolveram menos edema, em comparação aos animais selvagem (Fig. 11). Esta 
resposta está de acordo com dados de literatura, que mostram que, nos camundongos 
onde o gene Prnp foi deletado, há um menor recrutamento de células 
polimorfonucleares (neutrófilos e eosinófilos) (de ALMEIDA et al, 2005). Assim, a 
PrPc parece ter atividades distintas em relação ao recrutamento e função das células do 
sistema imune, regulando negativamente os macrófagos e a fagocitose, e positivamente 
as células polimorfonucleares, o que se reflete na sensibilidade diferenciada à dor em 
animais que não expressam esta proteína em modelos de dor inflamatória. 
 Outra evidência importante de nosso estudo, indicando que a PrPc é necessária 
para respostas adequadas aos estímulos nociceptivos, está no modelo de 
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condicionamento visceral induzido por ácido acético. Utilizando este modelo, estudos 
prévios demonstraram que a injeção intraperitoneal de ácido acético induz uma inibição 
da dor somática inflamatória de longa duração (2 a 3 semanas) em camundongos 
C57BL/6J. Esta antinocicepção é provocada, principalmente, pela ativação do sistema 
serotoninérgico na medula espinal. Estudos in vivo e in vitro mostraram que a 
administração de ácido acético por esta via ocasiona um aumento na expressão de RNA 
mensageiro dos receptores 5-HT2A/2C na medula espinal (KURIHARA et al, 2003). 
Ativação de receptores 5-HT2 da medula produz antinocicepção através da 
despolarização de interneurônios inibitórios, como neurônios GABAérgicos e/ou 
glicinérgicos. Além disso, a serotonina despolariza os terminais centrais de neurônios 
aferentes primários, inibindo a transmissão sináptica entre estes aferentes nociceptivos 
primários e neurônios de segunda ordem do corno dorsal da medula espinal 
(SUGIYAMA & HUANG, 1995; MILLAN, 1997; KHASABOV et al, 1999). Assim, a 
serotonina tem papel fundamental na antinocicepção que ocorre no modelo de 
condicionamento visceral induzido por ácido acético. Nossos resultados evidenciam que 
a administração de ácido acético intraperitoneal, vinte dias antes da indução de 
nocicepção pela administração intra-plantar de formalina, levou a uma redução da 
resposta nociceptiva observada neste último teste, tanto na primeira quanto na segunda 
fase, em camundongos que expressam normalmente a PrPc (Fig. 9).   
Por outro lado, os animais que não expressam a PrPc não tiveram este efeito 
antinociceptivo, evidenciando um papel da PrPc na plasticidade sináptica no controle da 
dor. Estudos mostram associação da PrPc com o sistema serotoninérgico. A ligação da 
PrPc cancela a estimulação da fosfolipase C pelo receptor 5-HT2A, reduz a inibição da 
adenilato ciclase mediada pelos receptores 5-HT1B/D, e potencializa a ligação do 
receptor 5-HT2B à fosfolipase A2. Ou seja, a PrPc age como moduladora dos 
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acoplamentos e regulação entre receptores 5-HT indicando que esta proteína contribui 
para a homeostase de funções relacionadas à serotonina (MOUILLET-RICHARD et al, 
2004). Considerando estes dados, podemos extrapolar nossas observações no sentido de 
que, a deleção do gene Prnp leva a alterações no sistema serotoninérgico, o qual é 
extremamente importante nos processos de regulação central da dor, e, 
consequentemente, impede que ocorra a inibição da neurotransmissão nos neurônios 
aferentes primários.  
 Nossos resultados demonstram, pela primeira vez na literatura, que a PrPc tem 
papel importante nos mecanismos de transmissão nociceptiva. Observamos que a PrPc 
apresenta interação com o sistema serotoninérgico de controle central da dor, sua 
presença parece ser fundamental na condução de estímulos pelas fibras aferentes 
mielinizadas, e mecanismos de nocicepção inflamatória têm íntima relação com sua 
















Não foram detectadas diferenças significativas na captação de L-[3H]glutamato 
total, dependente de Na+ ou independente de Na+, em preparações sinaptossomais 
obtidas do hipocampo, cerebelo, bulbo olfatório, córtex cerebral e córtex entorrinal de 
camundongos selvagens e que não expressam a proteína príon celular, com idade de 9 
meses. 
Não foram detectadas diferenças significativas na liberação basal de L-
[3H]glutamato e na liberação de L-[3H]glutamato induzida por despolarização, em 
preparações sinaptossomais obtidas do hipocampo, cerebelo, bulbo olfatório, córtex 
cerebral e córtex entorrinal de camundongos selvagens e que não expressam a proteína 
príon celular, com idade de 9 meses. 
Não houve diferença entre camundongos selvagens e que não expressam a 
proteína príon celular na nocicepção induzida por glutamato. 
 Na nocicepção inflamatória visceral induzida pelo ácido acético observou-se 
que animais que não expressam a proteína príon celular foram mais responsivos que 
animais selvagens, indicando que a PrPc tem papel regulador da função inflamatória 
dependente de macrófagos. 
Não houve diferença entre os grupos de camundongos selvagens e camundongos 
que não expressam a proteína príon celular na nocicepção induzida pela formalina, tanto 
na nocicepção neurogênica (primeiros 5 minutos) quanto na inflamatória (15 a 30 
minutos). 
Camundongos que expressam a proteína príon celular apresentam redução da 
nocicepção induzida pela formalina, nas duas fases do teste, quando submetidos ao 
estímulo visceral condicionante. Camundongos que não expressam a proteína príon 
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celular não demonstraram este efeito, evidenciando que a PrPc é importante para e 
regulação do controle descendente da dor. 
Na inflamação induzida por CFA, camundongos que não expressam a proteína 
príon celular apresentaram menor edema que animais selvagem, indicando um possível 
papel regulador de inflamação da PrPc. 
Nos modelos de nocicepção térmica (placa quente e retirada da cauda), 
camundongos que não expressam a proteína príon celular tiveram maior limiar de 
resposta, em comparação com animais que expressam a proteína. No teste da placa 
quente esta diferença foi observada apenas na temperatura de 50,5º C. Isto demonstra a 
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